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ABSTRAK
Protein antigen-i parasit ikan C. irritans berpotensi tinggi digunakan sebagai calon dalam pembangunan vaksin 
komersial terhadap C. irritans. Walau bagaimanapun, kewujudan variasi pada antigen-i serotip C. irritans yang berbeza 
mempengaruhi tahap perlindungan yang bakal diberikan terhadap varians C. irritans yang berbeza apabila antigen-i 
digunakan sebagai vaksin. Kajian ini dijalankan untuk membandingkan jujukan pelbagai antigen-i pencilan C. irritans 
di Malaysia berbanding antigen-i pencilan C. irritans yang pernah dilaporkan. Perbandingan filogenetik dijalankan 
untuk meramalkan potensi protein tersebut dalam usaha membangunkan calon serodiagnostik dan pemvaksinan 
terhadap pencilan C. irritans yang berlainan. Penjajaran jujukan berbilang bagi jujukan asid amino antigen-i dilakukan 
dengan perisian CLUSTALX dan analisis filogenetik antigen-i dilakukan menggunakan kaedah parsimoni maksimum (MP) 
dan kaedah Bayes. Sembilan transkrip unik (TU) C. irritans yang mempunyai padanan signifikan dengan antigen-i di 
pangkalan data protein NCBI didapati mempunyai peratus kesamaan antara 41% hingga 71%. Kedua-dua pohon MP 
dan Bayesian yang dijana menunjukkan varians antigen-i cn56 and cn57 terkelompok bersama dalam satu kumpulan 
manakala varians antigen-i yang lain terbahagi kepada dua kumpulan berasingan dan pengkelompokan ini disokong 
oleh kehadiran asid amino yang terpulihara dalam kumpulan masing-masing. Kajian lanjutan boleh dilakukan untuk 
mengenal pasti varians antigen-i yang sesuai sebagai calon serodiagnosis dan juga dapat memberi perlindungan silang 
terhadap pelbagai pencilan C. irritans di serata dunia.
Kata kunci: Antigen-i; Cryptocaryon irritans; konformasi; perlindungan silang; serotip 
ABSTRACT
The fish parasite C. irritans i-antigen protein has high potential to be developed as a commercial vaccine against C. 
irritans. However, variation within the i-antigens of different C. irritans serotypes affected the cross-protection provided 
towards different isolates of C. irritans when the i-antigen was evaluated as a candidate vaccine. This study was conducted 
to compare the sequences of various C. irritans i-antigens isolated in Malaysia with i-antigen sequences of previously 
reported C. irritans isolates.  Phylogenetic comparison was performed to predict the protein’s potential to be developed as 
a screening marker and vaccine candidate against various C. irritans isolates. Multiple sequence alignment of i-antigen 
amino acid sequences was undertaken using ClustalX and phylogenetic analysis of i-antigen was performed using the 
maximum parsimony (MP) and Bayesian methods. Nine C. irritans unique transcripts (UTs) had significant matches with 
i-antigen sequences in the NCBI protein database, with similarities ranging between 41 and 71%. Both MP and Bayesian 
trees generated showed that i-antigens cn56 and cn57 variants clustered together in one group while other i-antigen 
variants were divided over two different groups and the grouping was supported by the presence of conserved amino 
acids in their respective groups. Further research should identify variants of the i-antigen suitable for serodiagnostic 
candidates and provision of cross-protection against multiple strains of C. irritans globally. 
Keywords: Conformation; cross protection; Cryptocaryon irritans; i-antigen; serotype 
PENGENALAN
Penyakit bintik putih (cryptocaryonosis) yang disebabkan 
oleh Cryptocaryon irritans (Colorni & Burgess 1997; 
Dickerson & Dawe 1995) adalah penyakit parasit yang 
sering ditemui dalam industri marikultur dan membawa 
kerugian yang besar (Scholz 1999; Wright & Colorni 
2002). Parasit ini menjangkiti semua jenis ikan kecuali 
elasmobranch dan simptom cryptocaryonosis yang utama 
adalah kewujudan nodul putih pada seluruh badan ikan 
(Colorni & Burgess 1997). C. irritans adalah spesies 
tunggal dalam genus Cryptocaryon. Walaupun wujud 
perbezaan dalam ciri-ciri morfologi, ultrastruktur, 
perkembangan dan genetik pada pencilan dari lokasi yang 
berlainan, kesemua pencilan yang dikaji dianggap sebagai 
C. irritans kerana kepelbagaian yang dilaporkan tidak 
mengkelompokkan pencilan-pencilan tersebut sebagai 
spesies yang berbeza (Colorni & Burgess 1997; Colorni & 
Diamant 1993; Diggles & Adlard 1997; Yambot et al. 2003). 
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 C. irritans pada awalnya dianggap mempunyai 
hubungan rapat dengan parasit Ichthyophthirius multifiliis, 
iaitu penyebab penyakit bintik putih pada ikan air tawar. 
Walau bagaimanapun, kajian lanjut yang dilakukan 
selepas tahun 90-an berjaya menunjukkan bahawa parasit 
siliat tersebut mempunyai perbezaan ciri morfologi serta 
pertalian filogenetik yang jauh (Colorni & Diamant 1993; 
Diggles & Adlard 1995; Wright & Colorni 2002). Pelbagai 
faktor persekitaran seperti suhu dan saliniti serta spesies 
perumah mempengaruhi jangkitan dan perkembangan 
C. irritans. Perbezaan dalam parameter persekitaran C. 
irritans boleh membawa kepada perubahan pada peringkat 
genetik (Diggles & Adlard 1997; Sun et al. 2006; Yambot 
et al. 2003). Perbezaan genotip tersebut sejajar dengan 
perbezaan ekologi, biologi dan perkembangan strain yang 
berlainan (Diggles & Adlard 1997). 
 Salah satu protein C. irritans yang telah banyak dikaji 
adalah antigen aglutinasi/immobilisasi yang merupakan 
protein tambatan glikosilfosfatidilinositol (GPI). Antigen 
ini juga dikenali sebagai antigen imobilisasi (antigen-i) 
C. irritans (Hatanaka et al. 2008). Kehadiran antigen-i 
dikesan dalam siliat yang hidup bebas seperti Tetrahymena 
thermophila dan Paramecium aurelia (Hansma & Kung 
1975) serta organisma siliat yang patogenik kepada ikan 
seperti I. multifiliis (Clark et al. 2001) dan Philasterides 
dicentrarchi (Iglesias et al. 2003). Kitar hidup C. irritans 
melibatkan beberapa peringkat berbeza iaitu trofon, tomon 
dan teron. Antigen-i ditemui hadir pada silia C. irritans 
pada peringkat kitar hidup trofon dan teron. Antibodi 
yang dihasilkan terhadap antigen ini didapati memberi 
perlindungan kepada perumah semasa jangkitan parasit 
tersebut serta menyebabkan aglutinasi dan immobilasi silia 
parasit dalam asai aglutinasi (Bai et al. 2008; Hatanaka et 
al. 2007).
 Kajian terdahulu membuktikan kewujudan variasi 
dalam antigen-i pada serotip C. irritans yang sama serta 
serotip yang berbeza (Hatanaka et al. 2008). Fenomena ini 
adalah selaras dengan antigen-i pada organisma siliat lain 
yang pernah dilaporkan (Bannon et al. 1986; Dickerson et 
al. 1993; Hansma & Kung 1975). Variasi antigen-i dalam 
siliat dikaitkan dengan kewujudan gen-gen berlainan dalam 
keluarga gen yang sama dan kewujudan gen yang spesifik-
serotip (Clark et al. 1992; Dickerson et al. 1993; Smith et 
al. 1992). Dalam parasit siliat terutamanya I. multifiliis, 
antigen-i diramalkan terlibat dalam pengelakan sistem 
imun perumah. Antigen-i bertindak sebagai kemosensor 
untuk mengesan antibodi perumah terhadapnya dan 
memberi isyarat kepada parasit tersebut untuk melarikan 
diri daripada perumah tersebut tanpa menerusi peringkat 
perkembangan seterusnya (Clark & Dickerson 1997; Clark 
et al. 1996). Variasi protein antigen-i membantu parasit 
mengelak daripada dikesan oleh sistem imun perumah 
yang telah dijangkiti oleh parasit yang sama sebelum itu. 
 Antigen-i C. irritans berpotensi tinggi dibangunkan 
sebagai vaksin terhadap infeksi C. irritans kerana protein 
ini hadir pada peringkat teron dan trofon manakala antibodi 
terhadap antigen-i dapat mengaglutinasikan silium teron. 
Tambahan lagi, protein rekombinan antigen-i bersifat 
imunogen dan melindungi ikan yang telah diimunisasi 
daripada dijangkit oleh C. irritans (Hatanaka et al. 2008; 
Josepriya et al. 2015, 2012). Salah satu masalah dengan 
penggunaan antigen-i sebagai vaksin atau penanda 
diagnostik adalah kewujudan variasi pada antigen-i serotip 
C. irritans yang berbeza. Ikan yang diimunisasikan dengan 
antigen-i satu serotip C. irritans tidak dapat mengesan 
antigen-i serotip C. irritans yang lain (Hatanaka et al. 2008; 
Misumi et al. 2011). Tambahan pula, ikan yang diimunisasi 
dengan teron menunjukkan tahap perlindungan yang 
lebih tinggi berbanding ikan yang diimunisasikan dengan 
trofon atau tomon (Bai et al. 2008). Ini berkemungkinan 
disebabkan oleh ketiadaan varian antigen-i imunogen atau 
kehadiran kepekatan rendah varian antigen-i imunogen 
atau kewujudan varian antigen-i yang berbeza pada 
peringkat hidup yang berbeza. 
 Keupayaan untuk menyaring ikan menggunakan 
penanda molekul yang dapat mengesan penyakit 
cryptocaryonosis pada peringkat asimptomatik dan semasa 
muatan parasit masih rendah dapat membantu usaha 
menghalang perebakan parasit tersebut di sesuatu kawasan 
marikultur. Penanda molekul yang dikenal pasti boleh 
digunakan untuk menyaring stok ikan yang baru sebelum 
ianya dimasukkan ke dalam sangkar laut atau menentukan 
kemungkinan kehadiran parasit tersebut dalam sistem 
marikultur secara berkala. Kajian ini bertujuan untuk 
menganalisa pelbagai antigen-i yang pernah dilaporkan 
(Hatanaka et al. 2008, 2007; Josepriya et al. 2012) dari 
segi perbezaan filogenetik dan mencadangkan kesesuaian 
protein tersebut dalam usaha membangunkan kaedah 
penyaringan pencilan C. irritans atau pembangunan calon 
vaksin terhadap C. irritans.
KAEDAH
PENGUMPULAN SAMPEL, PEMBINAAN PERPUSTAKAAN 
CDNA DAN PENJUJUKAN ANTIGEN-I
Kesemua langkah pemencilan, pengenalpastian secara 
pemerhatian morfologi, propagasi dan pengumpulan 
protozoa C. irritans dijalankan di Pusat Penyelidikan 
Kesihatan Ikan Kebangsaan, Institut Penyelidikan 
Perikanan, Pulau Pinang (Lokanathan et al. 2010). 
Pembinaan perpustakaan cDNA, penjujukan jujukan 
penanda terungkap (EST), analisis bioinformatik dan 
pengenalpastian transkrip unik (TU) yang mengkodkan 
protein antigen-i telah diterangkan dalam Lokanathan et 
al. (2010). 
ANALISIS FILOGENETIK ANTIGEN-I
Analisis filogenetik protein antigen-i dilakukan untuk 
mengkaji pertalian antara pelbagai varians antigen-i yang 
dikenal pasti dalam C. irritans. Jujukan asid amino gen 
β-tubulin dan antigen-i C. irritans yang dikenal pasti dalam 
kajian ini diperoleh melalui analisis BLASTX dan translasi 
konseptual menggunakan aplikasi Virtual Ribosome 
(Wernersson 2006). Antigen-i daripada organisma lain 
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atau C. irritans pencilan lain dimuat turun daripada 
pangkalan data nukleotida dan protein NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) (Jadual 1). Penjajaran jujukan berbilang 
(multiple sequence alignment, MSA) bagi jujukan-jujukan 
asid amino tersebut dilakukan menggunakan perisian 
CLUSTALX (Thompson et al. 1997). Kaedah maximum 
parsimony (MP) dilakukan menggunakan perisian 
PHYLIP (Felsenstein 1989) melalui satu siri analisis yang 
berturutan menggunakan PROTPARS dan CONSENSE diikuti 
dengan penjanaan pohon-pohon MP menggunakan MEGA4 
(Tamura et al. 2007). Seterusnya, nilai butstrap bagi 1000 
replikasi diperoleh menggunakan SEQBOOT dan PROTPARS 
bagi menilai kebolehpercayaan dan keutuhan pertalian 
yang ditunjukkan dalam pohon filogenetik yang dijana 
(Felsenstein 1985). Hanya nilai butstrap melebihi 50% 
sahaja yang dicatatkan pada pohon filogenetik. Tambahan 
lagi, Pohon Bayesian juga dibina bagi data jujukan 
asid amino antigen-i menggunakan perisian MrBayes 
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) dengan iterasi dua juta 
generasi bagi mendapatkan sisihan piawai <0.01.
HASIL
Sembilan TU daripada koleksi EST pencilan C. irritans 
tempatan (Lokanathan et al. 2010) yang mempunyai 
padanan dengan jujukan antigen-i C. irritans dalam 
pangkalan data protein NCBI, telah dikenal pasti. Sebanyak 
enam TU (cn39, cn40, cn41, cn42, cn57 dan cn101) 
mempunyai padanan BLASTX terbaik dengan antigen-i 
isoform 1 manakala tiga TU (cn56, cn100 dan cn102) 
mempunyai padanan BLASTX terbaik dengan antigen-i 
isoform 4 pada pangkalan data protein NCBI. Ramalan 
tambatan GPI ke atas sembilan TU tersebut menunjukkan 6/9 
TU (cn40, cn41, cn42, cn56, cn57 dan cn101) mengekodkan 
protein dengan tambatan GPI. Tiga TU (cn39, cn100 dan 
cn 102) yang selebihnya tidak diramalkan sebagai protein 
bertambatan GPI kerana jujukan pada hujung 3’nya tidak 
lengkap atau isyarat peptida pada hujung 5’nya tidak 
diramalkan. Penjajaran jujukan berbilang bagi kesemua 
sembilan TU tersebut dan kesemua lapan jujukan antigen-i 
yang terdapat di pangkalan data protein NCBI menggunakan 
CLUSTALX menunjukkan sebanyak dua belas residu sistin 
dalam kesemua jujukan adalah terpulihara kecuali satu 
jujukan, iso5-G32 (Rajah 1). Asid amino sistin diketahui 
terlibat dalam pembentukan ikatan disulfida dan penting 
dalam pelipatan struktur protein. Oleh itu, kesemua TU 
tersebut dan antigen-i yang terdapat di pangkalan data 
awam berkemungkinan mempunyai konformasi dan fungsi 
yang sama.
 Sebaliknya pula, analisis BLASTX menunjukkan lima 
(cn56, cn57, cn100, cn101 dan cn102) daripada sembilan 
TU tersebut mempunyai peratus persamaan yang agak 
rendah iaitu dalam lingkungan antara 41 dan 48% sahaja. 
Analisis filogenetik dilakukan untuk membandingkan 
kesemua homolog antigen-i yang dikenal pasti dalam 
kajian ini dengan antigen-i yang terdapat di pangkalan 
JADUAL 1. Senarai jujukan yang digunakan dalam kajian ini
No. Nama jujukan No. Aksesi Jenis jujukan
1. cn39 GEEV01000039
Jujukan nukleotida yang 
ditranslasikan kepada jujukan 
protein
2. cn40 GEEV01000040
3. cn41 GEEV01000041
4. cn42 GEEV01000042
5. cn56 GEEV01000056
6. cn57 GEEV01000057
7. cn100 GEEV01000100
8. cn101 GEEV01000101
9. cn102 GEEV01000102
10. G32-isoform1 AB262047
11. G32-isoform2 AB262048
12. G32-isoform3 AB262049
13. G32-isoform4 AB262050
14. G32-isoform5 AB262051
15. G37 AB381932
16. Taiwan1 FJ167511
17. Taiwan2 FJ167512
18. Im1 AAC36158
Jujukan protein19. Pt2 CAI44460
20. Tt2 XP_001012530
1972 
bersambung
  1973
Sambungan RAJAH 1
RAJAH 1. Penjajaran jujukan berbilang antigen-i C. irritans pencilan Malaysia dan juga varians pelbagai pencilan 
C. irritans dari serata dunia. Kotak hitam menandakan kedudukan asid amino sistina (c) yang terpulihara 
merentasi varians antigen-i yang dikaji 
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data protein NCBI. Hasil penjajaran jujukan berbilang 
ke atas 17 jujukan gen antigen-i C. irritans dan tiga 
antigen-i organisma siliat lain (I. multifiliis, P. tetraurelia, 
T. thermophila) yang digunakan sebagai kumpulan luar 
diperhatikan dan kawasan penjajaran yang tidak berkualiti 
di bahagian permulaan dan akhir jujukan-jujukan tersebut 
hasil jujukan yang tidak lengkap, disunting keluar terlebih 
dahulu. Pohon filogenetik yang dibina menggunakan 
kaedah MP dengan iterasi sebanyak 1000 kali dan juga 
pohon yang dibina dengan program MrBayes menunjukkan 
wujudnya perbezaan yang nyata antara pelbagai varians 
antigen-i yang dikaji (Rajah 2). Kesemua jujukan yang 
dikaji adalah monofiletik dan disokong dengan nilai 
butstrap 100% (Rajah 2(a) dan kebarangkalian posterior 
100 (Rajah 2(b).
 Jujukan cn56 dan cn57 terkelompok bersama dan 
berbeza daripada varians antigen-i yang lain dengan nilai 
butstrap 100% dan kebarangkalian posterior 100 (Rajah 
2). Tambahan lagi, matriks identiti jujukan yang dijana 
menggunakan perisian BioEdit (Jadual 2) menunjukkan 
jujukan cn56 dan cn57 mempunyai persamaan jujukan 
asid amino sebanyak 80% manakala peratus persamaan 
kedua-dua jujukan tersebut dengan varians antigen-i C. 
irritans yang lain adalah <50%. 
 Sebanyak 15 jujukan gen antigen-i yang selebihnya 
terbahagi kepada 2 klad dan disokong dengan nilai butstrap 
83% (Rajah 2(a)) dan kebarangkalian posterior 60 (Rajah 
2(b)). Klad I terdiri daripada jujukan cn39, cn40, cn41, 
cn42, Taiwan1, Taiwan2 dan isoform1 hingga 5 serotip 
G32 dan disokong dengan nilai butstrap 99% (Rajah 2(a)) 
dan kebarangkalian posterior 79 (Rajah 2(b)). Persamaan 
jujukan asid amino varians antigen-i serotip G32 adalah 
dalam julat antara 92-100%. Klad II pula terdiri daripada 
jujukan cn100, cn101 dan cn102 yang terkelompok 
bersama dengan antigen-i C. irritans serotip G37 dengan 
nilai butstrap 100% dan kebarangkalian posterior 100. 
Pengkelompokan ini juga disokong oleh peratus persamaan 
jujukan antara jujukan dalam kumpulan tersebut. Jujukan-
jujukan dalam klad I mempunyai peratus persamaan 
jujukan antara 76-100% manakala peratus persamaannya 
bersambung
(a)  Pohon Parsimoni Maksimum (MP) 
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dengan jujukan dalam klad II adalah antara 46-60% sahaja 
(Jadual 2). Hasil penjajaran jujukan berbilang (Rajah 
1) juga menunjukkan beberapa perbezaan nyata antara 
jujukan asid amino antigen-i kedua-dua kumpulan tersebut. 
Antaranya ialah kawasan asid amino pada kedudukan 262 
hingga 272 dengan kesemua varians antigen-i dalam klad 
I mempunyai jujukan asid amino (I/V)LVSC(T/A)TLDTT 
manakala varians antigen-i dalam klad II mempunyai 
jujukan AVFGCTTLQSP. Tambahan lagi, asid amino pada 
kedududukan 31, 35-37,109, 130, 142, 157, 198, 217, 219, 
233-234, 274, 280, 290, 300, 324 dan 328 berbeza antara 
jujukan antigen-i klad I dan klad II. 
 Kajian terdahulu ke atas rDNA C. irritans serotip G37 
menunjukkan jujukan ini mempunyai peratus persamaan 
yang paling tinggi (93%) dengan pencilan C. irritans dari 
Israel dan Malaysia manakala rDNA C. irritans serotip 
G32 adalah seiras dengan rDNA C. irritans pencilan Ping 
Tung, Taiwan dan pencilan USA (Hatanaka et al. 2008). 
Pengkelompokan antigen-i isoform 1 hingga 5 C. irritans 
serotip G32 (Hatanaka et al. 2007) dalam satu kumpulan 
yang berbeza daripada jujukan antigen-i G37 (CISA-37) 
C. irritans serotip G37 menyokong penemuan Hatanaka 
et al. (2008) bahawa kedua-dua serotip C. irritans tersebut 
mengekspreskan antigen-i yang berlainan dan antibodi 
daripada ikan yang diimunisasi dengan antigen-i serotip 
C. irritans tertentu tidak memberi perlindungan saling 
terhadap antigen-i daripada serotip lain. Pengkelompokan 
kesemua antigen-i serotip G32 ke dalam kelompok yang 
Sambungan RAJAH 2
RAJAH 2. Analisis filogenetik jujukan peptida antigen-i C. irritans dengan jujukan antigen-i I. multifiliis (Im), P. tetraurelia (Pt) dan 
T. thermophila (Tt) sebagai kumpulan luar. Jujukan cn# adalah jujukan antigen-i C. irritans yang EST yang dilaporkan dalam Lokanathan 
et al. (2010) manakala semua jujukan yang lain diperoleh daripada pangkalan data NCBI. Jujukan G37 dan iso#-G32 adalah jujukan 
antigen-i C. irritans pencilan Jepun manakala jujukan Taiwan# adalah jujukan antigen-i C. irritans pencilan Taiwan (a) Pohon MP. 
Nombor di setiap titik percabangan menunjukkan nilai bootstrap untuk 1000 iterasi fail data dan (b) Pohon Bayesian yang dibina 
dengan program MrBayes. Nombor di setiap titik percabangan menunjukkan kebarangkalian posterior selepas 2 × 106 generasi 
(b) Pohon Bayesian 
1976 
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sama tetapi berbeza daripada jujukan antigen-i yang 
lain dalam klad I disokong dengan nilai butstrap 99% 
dan kebarangkalian posterior 99. Gen antigen-i Taiwan2 
(Nombor panggilan GenBank: ACN89783) didapati lebih 
rapat dengan cn39 dan cn42 berbanding varians antigen-i 
yang lain. Ini disokong oleh nilai butstrap 99% dan 
kebarangkalian posterior 79. Persamaan antara jujukan 
asid amino antigen-i subkumpulan tersebut adalah dalam 
julat antara 90-96% manakala peratus persamaan antara 
jujukan asid amino subkumpulan tersebut dengan antigen-i 
lain adalah kurang daripada 83%.
PERBINCANGAN
Antigen-i, yang merupakan suatu protein tambatan GPI, 
diekspreskan pada aras yang tinggi pada peringkat tomon 
C. irritans (Lokanathan et al. 2010). Sembilan TU C. irritans 
yang mempunyai padanan signifikan dengan antigen-i 
di pangkalan data protein NCBI didapati mempunyai 
peratus kesamaan antara 41 dan 71%. Analisis filogenetik 
juga menunjukkan varians antigen-i yang dikenal pasti 
dalam kajian ini mempunyai pertalian dengan varians 
antigen-i yang terdapat di pangkalan data protein NCBI 
(Rajah 2). Kedua-dua pohon MP dan Bayesian yang dijana 
menunjukkan varians antigen-i cn56 and cn57 terkelompok 
bersama dalam satu kumpulan manakala varians antigen-i 
yang lain terbahagi kepada dua kumpulan yang lain dan 
pengkelompokan ini disokong oleh kehadiran asid amino 
yang terpulihara dalam kumpulan masing-masing. Walau 
bagaimanapun, implikasi perbezaan asid amino tersebut 
pada varians antigen-i tidak diketahui kerana tiada domain 
yang ditemui pada jujukan asid amino antigen-i yang dikaji 
melalui pencarian InterProScan (Mulder & Apweiler 2007). 
Variasi antigen-i pencilan C. irritans tempatan mungkin 
disebabkan oleh dua fenomena. Pertamanya, kehadiran 
serotip-serotip C. irritans yang pelbagai (populasi 
heterologus) pada kawasan persampelan telah menyumbang 
kepada variasi antigen-i dalam kajian ini (Misumi et al. 
2011). Keduanya, pengekspresan antigen-i yang berlainan 
oleh serotip C. irritans yang sama berlaku melalui variasi 
antigenik. Variasi antigenik adalah mekanisme genetik yang 
sering diperhatikan dalam organisma protozoa di mana 
berlakunya penukaran ahli gen yang diaktifkan daripada 
famili multigen untuk mengekspres antigen permukaan yang 
berlainan (Steverding 2007). Oleh yang demikian, variasi 
pada jujukan asid amino antigen-i yang ditemui dalam 
kajian ini dijangka menyumbang kepada pembentukan 
tapak antigenik yang berlainan pada varians antigen-i yang 
pelbagai. Siliat berkemungkinan telah mengembangkan 
ahli keluarga gen antigen-i sebagai gerak balas kepada 
perubahan persekitaran (Kusch & Schmidt 2001) ataupun 
sebagai strategi hidup untuk menceroboh sistem keimunan 
perumah dengan menghalang pengecaman oleh perumah 
melalui tapak antigen-i yang berbeza (Clark et al. 1996; 
Steverding 2007). Kajian ke atas I. multifiliis menunjukkan 
pengekspresan antigen-i dikawalatur mengikut peringkat 
kitar hidupnya dan transkrip-transkrip antigen-i yang 
berlainan diekspreskan pada kadar yang berbeza pada 
peringkat kitar hidup yang berlainan (Clark et al. 1992). 
Walau bagaimanapun mekanisma yang menyebabkan 
kewujudan dan pengawalaturan pengekspresan pelbagai 
varians antigen-i pada siliat parasit obligat masih belum 
dapat dipastikan (Xu et al. 2009).
 Varians antigen-i yang ditemui dalam kajian ini 
diramalkan mempunyai konformasi dan fungsi yang 
sama dengan antigen-i yang pernah dilaporkan sebelum 
ini. Kajian ini dan kajian Hatanaka et al. (2007) telah 
menunjukkan bahawa antigen-i hadir pada semua peringkat 
C. irritans. Oleh itu, dicadangkan antigen-i sesuai dikaji 
selanjutnya sebagai sasaran diagnostik dan calon vaksin 
bagi pengesanan dan kawalan jangkitan C. irritans. Walau 
bagaimanapun, perbezaan dalam jujukan asid amino 
antigen-i berkemungkinan besar menyebabkan jujukan 
yang mengkodkan kawasan antigenik pada setiap antigen 
tersebut, berbeza. Kajian terdahulu juga menunjukkan 
keimunan yang diperoleh melalui imunisasi dengan 
antigen-i adalah spesifik-serotip (Hatanaka et al. 2008; 
Misumi et al. 2011). Oleh itu, gerak balas keimunan 
yang diaruhkan oleh setiap antigen-i perlu dikaji untuk 
membangunkan vaksin yang sesuai yang dapat memberi 
perlindungan silang. Maklumat tersebut juga akan 
membantu dalam pembangunan kaedah diagnostik yang 
boleh mengesan pelbagai serotip C. irritans.
 Kajian kami juga mendapati kedua-dua antigen-i CN56 
dan CN57 yang diekspres sebagai protein rekombinan dalam 
E. coli adalah bersifat antigenik dan dapat menyaring ikan 
terjangkit yang diperoleh daripada sangkar laut di Bukit 
Tambun Pulau Pinang dan dari pusat penternakan ikan di 
Tg. Demong, Terengganu (Lokanathan et al. 2016). Namun 
demikian, masalah penghasilan antibodi terhadap antigen-i 
yang spesifik serotip dengan tindakan yang lemah terhadap 
antigen-i serotip berlainan perlu dicari penyelesaian 
(Hatanaka et al. 2008; Misumi et al. 2011). Oleh itu, kajian 
lanjutan perlu dilakukan untuk memastikan antigen ini 
dapat menyaring koleksi ikan marikultur yang terjangkit 
dengan pelbagai serotip kerana perbezaan serotip dan ciri-
ciri morfologi wujud antara C. irritans yang diperoleh dari 
lokasi yang berlainan (Diggles & Adlard 1997; Sun et al. 
2006; Yambot et al. 2003).
KESIMPULAN
Kajian ini mendapati cn56 dan cn57 strain tempatan 
C. irritans terkelompok bersama dalam satu kumpulan 
manakala varians-varians antigen-i yang lain, termasuk 
antigen-i yang telah dipencilkan sebelum ini dari lokasi 
berlainan di serata dunia, terbahagi kepada dua kumpulan 
berasingan. Pengkelompokan ini disokong oleh kehadiran 
asid amino yang terpulihara dalam kumpulan masing-
masing. Kajian seterusnya perlu memastikan sejauh mana 
kawasan antigenik (epitop) varians-varians ini adalah 
homologos sebelum dibangunkan protein ini sebagai calon 
protein untuk penyaringan pencilan C. irritans atau sebagai 
calon vaksin multivalen.
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